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INHIBITEURS DE 1 'ANGIOGENESE, COMPOSITIONS LES 
CONTENANT ET LEUR UTILISATION POUR LE TRAITEMENT DES 
MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DE L'ANGIOGENESE. 



5 La pr^sente invention se rapporte au domaine du 

traitement des maladies li^es k une deregulation de 
I'angiogenese telles que les cancers, I'arteriosclgrose et 
le diab&te. L' invention concerne des inhibiteurs de 
1 ' angiogenese particuliers capables d'interf^rer avec les 

10 diff^rentes interactions de TAL-1 susceptibles d'etre 

conjuguSs h des vecteurs tels que des peptides, des 
particules (liposomes, nanoparticules , etc.) et des 
polymeres. L' invention concerne Sgalement une composition 
pharmaceutique contenant de tels inhibiteurs et leur 

15 utilisation pour le traitement de maladies liSes h 

I'angiogendse, tout particulidrement pour le traitement des 
cancers, de I'arterioscierose et du diabdte. 



L' angiogenese, processus de remodelage des 

10 capillaires pr6existants, conduit h la formation de 

nouveaux vaisseaux [Riseau, Nature 386 ; 671 (1997)]. Dans 
des conditions physiologiques, 1' angiogenese est 
6troitement r6gul6e sous le controle d'une balance locale 
entre facteurs stimulateurs (angiog^niques) et inhibiteurs 

15 (angiostatiques) • Chez I'adulte, la plupart des cellules de 

I'endothSlium (plus de 99 %) sont & l'6tat quiescent. En 
r6ponse a un signal angiog6nique, les cellules 
endotheiiales (CEs) sortent de leur dormance et deviennent 
''activ6es" pour enclencher un programme d' angiogenese. Ce 

JO processus complexe inclut le mouvement des CEs pour sortir 

des capillaires et leur migration vers le site 
angiog6nique, leur proliferation et leur dif f6renciation 
pour former de nouveaux capillaires. 

Une deregulation de 1' angiogenese est observee dans 

15 certaines pathologies comme I'arterioscierose, le diabete 
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et les tumeurs [Cameliet, Nat Med 6 ; 389 (2000)]. Quand 
les tumeurs atteignent une taille critique cr6ant des 
conditions d'hypoxie, les cellules tumorales relarguent des 
cytokines, telles que VEGF ou bFGF, connues pour initier ou 
stimuler I'angiogenese. L'angiogendse, requise pour la 
croissance des tumeurs, est §galement un facteur majeur de 
propagation des cellules malignes dans I'organisme 
(metastases) . 

En d6pit de progr&s ind6niables dans la lutte contre 
certains cancers, force est de reconnaltre que globalement 
les cancers progressent et qu'ils constituent une cause 
majeure de mortality. La d^couverte de nouveaux medicaments 
constitue une des prioritSs de la recherche m^dicale. Les 
progr^s rScents des connaissances scientif iques sur 
1 ' angiogenSse tumorale permettent de croire que le 
traitement fond6 sur I'anti-angiogenfese offrirait une 
nouvelle modality pour maitriser la croissance tumorale 
Chez les patients attaints de cancer. 

Plusieurs strategies anti-angiog^niques ont 6t6 
d6velopp6es pour inhiber la fonction de facteurs 
activateurs (VEGF ou bFGF), notairanent avec des anticorps 
neutralisants dirig^s contre la cytokine ou contre son 
r^cepteur. D'autres molecules anti-angiog^niques ont et6 
d^rivSes d ' inhibiteurs physiologiques presents dans le 
systeme h6mostatique, conune le plasminogene (angiostatine) , 
le collag^ne (endostatine) ou encore le fibrinogene 
(alphastatine) ; ces molecules inhibent 1' adhesion des CEs 
^ la matrice extracellulaire requise pour leur 
morphogen&se • 

Une autre stratSgie tr6s peu explor6e h ce jour est 
de cibler directement les ^venements intracellulaires de la 
cellule endotheiiale en r^ponse h des stimuli 
angiog6niques . Ainsi, la Demanderesse a montr6 que TAL-1, 
facteur de transcription de la famille basic-Helix-Loop- 
Helix (bHLH), module sp6cif iquement la r6ponse angioggnique 
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des cellules endothgliales : il controle leurs propri6t6s 
de migration et stimule leur dif ffirenciation en capillaires 
[Lazrak et al., J Cell Sci sous presse (2004)]. Les 
experiences de recombinaison homologue chez la souris ont 
5 d§montr6 que le gene tal-1 est requis pour certaines Stapes 

du dSveloppement h6matopoi6tique et vasculaire. Les 
embryons tal-1-/- (n'exprimant pas tal-l) pr6sentent une 
angiogen^se difectueuse dans le sac vitellin qui semble 
refl6ter un dfifaut intrinseque des cellules endothSliales 

10 [Visvader et al.. Genes Dev 12 ; 473 (1998)]. Chez 

I'adulte, en dehors de certains prog6niteurs 
h6matopoi6tiques de la moelle osseuse, la protiine TAL-1 
est exprimSe dans les petits vaisseaux en formation, mais 
pas dans I'endothglium mature quiescent [Kallianpur et al., 

15 Blood 83 ; 1200 (1994)]; de maniere significative, un haut 

niveau d' expression de TAL-1 est observ6 dans la 
vasculature de tumeurs humaines [Chetty et al., J Pathol 
181 ; 311 (1997)]. TAL-1 constitue done un marqueur des CEs 
angiogSniques • De ce fait, nous avons cibl§ TAL-1 pour 

>0 inhiber I'angiogenese. 

La Demanderesse a d6velopp6 de nouvelles molecules 
capables de bloquer specif iquement 1' activity de TAL-1 dans 
les cellules endoth61iales. Le motif HLH de TAL-1 est 

IS requis pour toutes les activitSs du facteur TAL-1 connues g 

ce jour : fixation a I'ADN ou interaction avec d'autres 
facteurs nucl6aires notamment E47 ou LMO 2 [Hsu et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci 91 ; 3181 (1994) ; Vitelli et al., 
Mol Cell Biol 20 ; 5330 (2000) ] (Figure 1). La Demanderesse 

»o a dSveloppS des inhibiteurs peptidiques capables d'entrer 

en competition avec le domaine HLH de TAL-1. Ces 
inhibiteurs peptidiques ont 6t§ ensuite coupl6s a des 
vecteurs peptidiques pour permettre et/ou amSliorer leur 
internalisation dans les cellules. 
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Les travaux et rSsultats concernant ces peptides 
vecteurs et leur utilisation comme vecteurs pour 
transporter des molecules actives ont 6t6 dScrits dans la 
demande de brevet frangais N° 97/10297 dSpos^e le 08 
5 dScembre 1997, 

Dans les sequences peptidiques rapportSes ci-aprSs, 
les acides amines sont reprSsentSs par leur code k une 
lettre, mais ils peuvent etre aussi repr6sent6s par leur 
10 code a trois lettres selon la nomenclature ci-dessous. 



A 


A J. a 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glut ami que 


r 


pne 


pnenyiaianine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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La pr6sente invention a done pour objet un inhibiteur 
peptidique (^galement appel§ molecule peptidique) capable 
d' inter ferer avec le domaine HLH de TAL-1, constitu6 par ou 
comprenant au moins 10 acides amines successifs et, de 
prSfSrence, au moins 15 acides amines successifs du domaine 
HLH de TAL-1 de sequence : 

QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence 6quivalente. 

Par « sequence 6quivalente » , on entend la sequence 
d'un variant connu du domaine HLH de TAL-1 mais aussi une 
sequence pr6sentant un ou plusieurs substitutions, 
d616tions et/ou additions d' acides amines par rapport li la 
sequence SEQ ID No. 1, lesdites substitutions, d^l^tions 
et/ou additions d' acides amines ne modifiant pas les 
activit6s du facteur TAL-1 ainsi obtenu comme sa fixation h 
I'ADN ou son interaction avec d'autres facteur s nucl6aires 
notamment E47 ou LMO 2. L'homme du metier connait 
diffSrentes techniques pour verifier les activit6s du 
facteur de transcription TAL-1 ainsi obtenu. De plus, dans 
le cadre de la presente invention, on entend par « sequence 
6quivalente », des peptides qui pr§sentent une modification 
post-traductionnelle et/ou une modification chimique en 
particulier une glycosylation, une amidation, une 
acylation, une ac6tylation, une mSthylation ainsi que les 
peptides qui portent un groupement protecteur. Les d6riv6s 
des peptides de 1' invention peuvent 6galement etre ceux 
dont un ou plusieurs acides amines sont des 6nantiomeres, 
des diastSreoisomeres, des acides amines naturels de 
conformation D, des acides amines rares notamment 
1 ' hydroxyproline , 1 ' hydroxy lysine , 1 ' allo-hydroxylysine , la 
6-N-m6thylysine, la N~ithylglycine, la N-m§thylglycine, la 
N-6thylasparagine, I'allo-isoleucine, la N- 

m6thylisoleucine, la N-m6thylvaline, la pyroglutamine , 
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I'acide aminobutyrique et les acides amines synth^tiques 
notanunent 1' ornithine, la norleucine, la norvaline, la 
cyclohexyl-alanine et les om^ga-acides amines. Les derives 
couvrent egalement les rStropeptides et les r6tro- 
inversopeptides, de meme que les peptides dont la chaine 
latSrale d'un ou plusieurs des acides amines est substitute 
par des groupements qui ne modifient pas 1' activity 
antimicrobienne des peptides de 1' invention. 

Par « molecule peptidique », on entend dans le cadre 
de la prtsente invention une molecule constitute par ou qui 
comprend au moins une sequence peptidique, ladite moltcule 
pouvant comprendre en outre des entitts chimiques 
additionnelles autres que des acides amines. 

De prtftrence, I'inhibiteur ou moltcule peptidique 
objet de la prtsente invention est choisi parmi le compost 
1 de sequence : QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe), le 
compost 2 de stquence : VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ 
ID No. 2 dans la liste de stquences en annexe) et le 
compost 3 de stquence : PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 3 dans la liste de stquences en annexe) ou une stquence 
tquivalente auxdites stquences. Ainsi, I'inhibiteur de la 
prtsente invention est constitut par ou comprend une 
stquence choisie parmi les stquences suivantes : 

- QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 1 dans la liste de stquences en annexe), 

-VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans la 
liste de stquences en annexe) et 

- PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID NO. 3 dans la 
liste de stquences en annexe) 

ou une stquence tquivalente auxdites stquences. 

Dans une forme de mise en oeuvre prtftrte, 
I'inhibiteur ou moltcule peptidique objet de la prtsente 
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invention est associ6 h un vecteur. De fagon avantageuse, 
ce vecteur est capable d'augmenter le transport dudit 
inhibiteur dans les cellules et organes cibles. 

L'homme du metier connait diffgrents types de 
vecteurs peptidigues utilisables dans le cadre de la 
prSsente invention. Ainsi, h titre d'exemples et de fagon 
non-limitative, le vecteur est choisi, parmi le groupe 
comprenant : 

- un peptide lineaire d6riv6 de protSgrines ou de 
tachypl6sines [brevet frangais N* 97/10297], 

- un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
prot^ine Tat de HIV-1 [Fawell et al., Proc. Natl. Acad. Sci 
91 ; 664 (1994) ; Schwarze et al., Science 285 ; 1569 
(1999)] et les domaines de transduction d6riv6s de la 
troisieme helice d'Antennapedia [Oerossi et al., J. Biol. 
Chem 269, 10444 (1994) ; Brevet US 5888762). 

- des particules comme les liposomes [Dass and 
Su.(2001) Drug Deliv. 8:191-213] ou des nanoparticules 
[Panyam and Labhasetwar (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:329- 
47 ; Douglas et al. (1987) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 
3:233-61], 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol (PEG) 
[Greenwald et al. (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:217-50]. 

L' invention envisage tout particulierement comme 
peptide lin§aire d6riv6 de Prot6grines, un peptide qui 
r^pond a la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

et comme peptide linSaire d6riv6 de Tachypl^sines, un 
peptide qui r6pond & la formule (II) suivante : 
(B OU X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 
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dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou diffSrents, 
repr6sentent un rSsidu d'acide amin§ dont la chaine 
latSrale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou diffgrents, 
reprSsentent un rSsidu d'acide aminS aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constituS d'une sequence 
d'au moins 5 et de pr€£6rence d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

La pr6sente invention concerne 6galement 
1' utilisation d'un vecteur tel que dfifini pr6c6deinment pour 
vectoriser dans les cellules, les tissus et/ou les organes 
un inhibiteur peptidique tel que dSfini pr4c6demment • 

La liaison entre 1' inhibiteur ou molecule peptidique 
de Tal-1 capable d'interf^rer avec les di££€rentes 
interactions de TAL-1 tel que pr^c^denunent d^fini et du 
vecteur est choisie parmi une liaison covalente, une 
liaison hydrophobe, une liaison ionique, une liaison 
clivable ou une liaison non clivable dans les milieux 
physiologiques ou a I'interieur des cellules. 

Cette liaison peut etre directe ou indirecte par 
1 ' interm6diaire d'un bras de liaison (linker) et effectu6e 
au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement present ou 
introduit soit sur le vecteur, soit sur 1' inhibiteur, soit 
sur les deux. Ce bras de liaison, s'il est present, doit 
etre acceptable compte tenu de la nature chimique et de 
I'encombrement tant du vecteur que de 1 'inhibiteur. On peut 
citer, h titre d'exemple et de fagon non-limitative, des 
linkers contenant des groupements alkyle, aryle, aralkyle 
ou peptidique, des esters, aldehydes ou acides d' alkyle, 
aryle ou aralkyle, des groupements anhydrides, 
sulfhydriles, ou carboxyles tels que les d6riv6s de I'acide 
maleymil benzoique, de I'acide maleymil propionique et des 
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d£riv€s succynlmidy le , des groupes dSrivSs du bromure ou 
chlorure de cyanogene, carbonyldiimida2ole, des esters de 
succinimide ou des halogenures sulphonigues • 

Comme groupes fonctionnels, on peut citer : -OH, -SH, 
-COOH, ou -NHj. Ainsi, I'inhibiteur peut etre li6 par des 
liaisons covalentes au niveau des extr^mitSs N-terminale ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaines latSrales du 
peptide vecteur. 

Un type de liaison pr6f6r6 entre I'inhibiteur de 
I'angiogendse et le vecteur implique au moins un pont 
dissulfure. 



De fagon particuli&rement avantageuse, I'inhibiteur 
de la prSsente invention est choisi parmi les deux composes 
suivants : 

- compost 4 : 

i''^*''^'''^^* W8FRVSYRGISVRR8 R— w 
^As^i^Q QNVN6AFAELRKL I PTHPP0KKL8KNE I LRLAMKY INFL A-m, 

o 

- compost 5 : 



QNVNGAFAELRKL I P THPP0KKL8KNE I LRLAMKY I NFL A-MH, 



La prSsente invention concerne ^galement une 
composition pharmaceutigue comprenant comme principe actif 
au moins un inhibiteur (ou molecule) peptidique tel que 
dSfini pr^c^demment, avantageusement associ^ dans ladite 
composition ci un v^hicule acceptable. 

De pr^f^rence, ladite composition pharmaceutigue se 
pr^sente sous une forme appropriSe pour une administration 
par voie parent^rale, par voie orale, par voie rectale, par 
voie nasale, par voie transdermigue , par voie pulmonaire ou 
par voie centrale. Par « v^hicule d, on entend selon la 
pr^sente invention, toute substance qui est ajout^e a 
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I'inhibiteur de 1' invention pour favoriser son transport, 
Sviter sa degradation substantielle dans ladite composition 
et preserver ses propriStSs inhibitrices. Le v^hicule est 
choisi en fonction du type d' application list6 ci-dessus de 
la composition. 

La pr^sente invention a aussi pour objet une m^thode 
de traitement des maladies liSes a une deregulation de 
I'angiogendse comme les cancers, I'arterioscierose et le 
diabdte, consistant ci administrer h un sujet soufrant d'une 
telle maladie une quantity efficace d'un inhibiteur ou 
d'une composition tels que dScrits prec^demment • 

L' invention concerne encore 1 'utilisation d'un 
inhibiteur ou d'une composition tels que d^crits 
precedemment pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies liees a I'angiogenese, et plus 
particulierement des maladies liees k une deregulation de 
I'angiogenese, et de preference au traitement des cancers, 
de I'arterioscierose et du diabete. 

L' invention concerne egalement 1' utilisation d'un 
compose capable d'inhiber 1' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E47 pour la preparation d'un 
medicament destine a la prevention et/ou au traitement des 
maladies liees h I'angiogenese et, de preference, au 
traitement des cancers, de I'arterioscierose et du diabete. 

Dans une premiere forme de mise en oeuvre de la 
presente invention, un compose capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 est un inhibiteur competitif du domaine HLH 
de TAL-1. De fagon preferee, un tel compose est une 
molecule peptidique telle que precedemment definie. 



wo 2005/075509 



11 



PCT/FR2005/000222 



Dans une deuxieme forme de xnise en suvre de la 
pr^sente invention, un compost capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 est un compost capable d'inhiber la fixation 
de TAL-1 sur son partenaire E47. De fagon pr6f6r§e, un tel 
compost est un anticorps reconnaissant soit un Epitope au 
niveau du domaine HLH de TAL-1, soit un Epitope au niveau 
du domaine HLH de E47. 

Les applications et utilisations envisag^es pour les 
inhibiteurs (inhibiteurs ou molecules peptidiques) 
pr6c6demment d^crites s'appliquent mutatis mutandis aux 
composes capables d'inhiber 1' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E47 (m^thodes de traitement, 
compositions pharmaceutiques, etc.»). 

Enfin, la prSsente invention concerne un proc^dS pour 
identifier un compost biologiquement actif susceptible 
d'etre utilise dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies li§es a I'angiogenese et, de preference, le 
traitement des cancers, de l'art6rioscierose et du diabdte 
consistant ^ d6tecter 1' inhibition de 1 ' interaction entre 
le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire £47 en presence 
dudit compose. 

Par "compose biologiquement actif", la pr6sente 
invention concerne plus particulidrement tout compose 
chimique natural ou synthetique tels que, a titre 
d'exemples et de fagon non exhaustive^ des proteines, des 
polypeptides^ des peptides, des aptameres, des 
lipoproteines, des polysaccharides, de petites molecules, 
des molecules non-peptidiques, etc.... Apr^s 1' identification 
dudit compose biologiquement actif, il sera facile tester 
son activite dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies liees h 1 ' angiogenese et, de preference, le 
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traitement des cancers, de I'artfiriosclfirose et du diabete 
par des m^thodes bien connues de I'homme du metier. 

L'hoirane du metier a k sa disposition diffSrentes 
techniques lui permettant de verifier si le compost 
biologiquement actif k tester est capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47. 

Dans une premiere forme de mise en oeuvre, la mSthode 
de 1' invention comprend les Stapes suivantes : 

(a) mettre en contact la prot6ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot6ine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compost biologiquement actif a tester, 

(b) immunoprScipiter soit la prot6ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot6ine comprenant le domaine HLH), soit 
le facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1), 

(c) si, a I'gtape (b), la prot6ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette protSine comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipitSe, dStecter dans le immunopr6cipitat obtenu 
k l'6tape (b), la pr6sence du facteur de transcription E47 
(ou d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1), 

(d) si, k I'etape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) est immunopr6cipit6, d6tecter dans 
l'iramunopr6cipitat obtenu a I'Stape (b), la presence de la 
protSine TAL-1 (ou d'un fragment de cette prot6ine 
comprenant le domaine HLH), 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
avec TAL-1) n'est pas present k l'6tape (c) ou si la 
prot6ine TAL-1 (ou un fragment de cette protSine comprenant 
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le domaine HLH) n'est pas presente a l'§tape (d)^ ledit 
compost est un agent susceptible d'etre utilise dans la 
prevention et/ou le traiteznent des maladies liSes a 
I'angiogenese et, de preference, le traitement des cancers, 
de I'arterioscierose et du diab&te. 

L'homme du metier a a sa disposition differentes 
proteines susceptibles d'§tre mises en oeuvre dans le cadre 
de la methode de 1' invention. A titre d'exemples, la 
proteine E47 utilisable peut etre la proteine de Gallus 
gallus presente dans Genbank sous le numero CAE30454 ou la 
proteine de Mus musculus presente dans Genbank sous le 
numero AAK18618. De la meme fagon, la proteine TAL-1 
utilisable est la proteine de Homo sapiens presente dans 
Genbank sous le numero P17542 ou la proteine de Mus 
musculus presente dans Genbank sous le numero P22091. 
L'homme du metier connait dans ces sequences les domaines 
particulierement interessants dans le cadre de la presente 
invention . 

A I'etape (b) de la methode objet de la presente 
invention, l'homme du metier saura quel type d'anticorps 
utilise en fonction de la proteine a immunopr6cipiter 
(anticorps specif ique du facteur de transcription E47 (ou 
d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) ou anticorps specif ique de la 
proteine TAL-1 (ou d'un fragment de cette proteine 
comprenant le domaine HLH)). 

La detection, a I'etape (c), de la presence, dans 
I'immunoprecipitat obtenu a I'etape (b), du facteur de 
transcription E47 (ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) peut etre 
realisee par toute technique de l'homme du metier comme, 
par exemple, un Western Blot utilisant un anticorps 
specifique du facteur de transcription E47 (ou d'un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
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avec TAL-1), un dosage de 1' activity du facteur de 
transcription E47 (ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) ou une 
m^thode mettant en oeuvre un facteur de transcription E47 
(ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) marquS, ledit marquage pouvant gtre 
un marquage radioactif • 

La m§me mise en oeuvre peut etre rSalisSe mutatis 
mutandis pour la prot6ine TAL-1 (ou un fragment de cette 
protSine comprenant le domaine HLH) k I'^tape (d). 

Dans une seconde forme de mise en oeuvre, la m§thode 
comprend les Stapes suivantes : 

(a') mettre en contact la prot^ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compost biologiquement actif a tester, 

(b') faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 
d^naturant le melange obtenu Si I'Stape (a'), 

(c') visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette prot^ine comprenant le 
domaine HLH) et E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1). 

L' absence de ce complexe a l'6tape (c') met en 
Evidence 1' action inhibitrice du compost actif test6 et 
done que ce composS est un agent susceptible d'etre utilise 
dans la prevention et/ou le traitement des maladies li6es a 
I'angiogenese et, de preference, le traitement des cancers, 
de I'arterioscierose et du diabete. 

A I'etape (c') de la m6thode objet de I'invention, 
differentes techniques connues de I'homme du metier peuvent 
etre mises en oeuvre. A titre d'exemples, on peut realiser 
un Western blot utilisant des anticorps sp6cifiques de 
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I'une ou 1' autre des protSines TAL-1 ou E47 ou de leurs 
fragments. 

D'autres avantages et caract6ristiques de 1' invention 
apparaitront a la lecture des exemples qui suivent 
concernant la preparation d'un compost constitu^ d'un 
inhibiteur de TAL-1 et d'un peptide vecteur ainsi que sur 
leurs effets in vitro et in vivo* II sera fait reference 
aux dessins en annexe dans lesquels : 

la figure 1 repr^sente sch6matiquement la 
representation du dim^re HLH. 

- la figure 2 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par les difffirents inhibiteurs, 

- la figure 3 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par 1' inhibiteur coupl6 un 
peptide vecteur, 

- la figure 4 illustre I'effet des composes sur la 
survie des cellules endoth^liales HUVEC, 

- la figure 5 illustre I'effet d'un des composes de 
1' invention sur la tubulogenese in vitro des cellules 
endotheiiales humaines apres 22 heures de culture, 

- la figure 6 pr^sente I'effet des composes de 
1' invention sur 1 ' angiogenese in vivo chez la souris par 
analyse macroscopique des implants de Matrigel complement's 
ou non par des composes de 1' invention, 

- la figure 7 pr'sente I'effet des composes de 
1' invention sur I'angiogenese in vivo chez la souris par 
dosage de 1 ' hSmoglobine contenue dans lesdits implants de 
Matrigel. 

I - Synthase Chimique . 

1) Synthase des inhibiteurs de TAL-1 libres et 
vectorises . 

Les peptides ont ete assembles sur phase solide selon 
une strategie Foc/tu, cliv6s et deproteges par I'acide 
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trif luoroac^tique, puis purifies par chromatographie haute 
pression preparative en phase inverse et lyophilisSs. leur 
purete (>95%) et leur identity ont 6t6 confirmfies par HPLC 
analytique et par spec troin6 trie de masse. Sequence des 
peptides : SynB3 ( H-RRLSYSRRRF-NH2 ; 1394.8 Da, SEQ ID No. 
7 dans la liste de sequences en annexe), SynB4 (H- 
AWSFRVSYRGISYRRSR-NH2 ; 2145,1 Da, SEQ ID No. 6 dans la 
liste de sequences en annexe), Tal-HLH (H- 
QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA-NH2, SEQ ID No. 1 
dans la liste de sequences en annexe) 

2) Couplaqe des inhibiteurs sur les peptides 
vecteurs. 

Activation des vecteurs ; Les peptides vecteurs SynBS 
et SynB4 ont 6t6 trait^s par SPDP (N-Succinimidyl 3-(2- 
Pyr idy Ithio ) propionate ) dans Dime thy 1 formamide ( DMF ) en 
presence de DIEA (Diisopropylethylamine) . Les peptides 
resultants (2-Pyridylthio)propionyl-SynB3 (1591.8 Da) et 
(2-Pyridylthio)propionyl-SynB4 (2342.1 Da) ont 6t6 purifies 
par HPLC et lyophilisSs. 

Preparation des coniuqu6s : Chaque peptide vecteur 
active (2-Pyridylthio)propionyl-SynBx (leq) a ete 
solubilise avec C-TalHLH (leq) dans DMF, en presence de 
DIEA de fagon a former un pont dissulfure entre la chaine 
laterale de la Cysteine de C-TalHLH (compose Tal-HLH 
synthetise avec une cysteine en plus) et le 3-Mercapto- 
propionate porte par le vecteur. Les conjugues resultants 
(Tal-HLH-SynB3 ; 6303 Da et Tal-HLH-SynB4 ; 7052.6 Da) ont 
ete precipites par addition d' ether, puis purifies par HPLC 
et lyophilises. Le contrdle de qualite par HPLC analytique 
Si 220 nm et par spectrometrie de masse MALDI-TOF a confirme 
les masses molaires et a determine une purete superieure ^ 
96%. 
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II - Compos6s testes . 

Les composes testes sont prSsentSs dans le tableau 1 
cl-apres. 

Tableau 1 





Nom 




I 


Tal-HLH 


QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe) 


L 


Tal HaI IrK 

lai-nei iid 


VDDICTNJCDCDli/Dl^rtMX/Mn AITA CI DVI 1 

(SEQ ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) 


\ 
5 


lai-nei zd 


rl nt^rUKlvLolvNoLKLAtViKYlNrLA 

(SEQ ID No. 3 dans la liste de sequences en annexe) 


A 


SynB4 


f{ 

^i— s'^^^^Sj— A WSFRVSYROiSYRRS R— «» 
^^JsJi-Q ONVN6AFAELRKLI PTHPF0KKL8KNE 1 LRLAMKVI NFL A-ws 

0 

(SEQ ID No. 4 dans la liste de sequences en annexe) 


5 


TalHLH- 
SynB3 


s'^'^^-'^^^^JJ— R R L8YSRRR F-«H| 

ONVNOAPAELRKLI PTHPP0KKL8KNE 1 LRLAMKYINFL A-ms 

(SEQ ID No. 5 dans la liste de sequence en annexe) 


6 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 

(SEQ ID No. 6 dans la liste de s^uence en annexe) 


7 


SynB3 


RRLSYSRRRF 

(SEQ ID No. 7 dans la liste de sequence en annexe) 



1) Test de traduction/immunopr^cipitation. 

Les deux prot^ines TAL-1 et E47 sont co-traduites in 
vitro en utilisant des plasmides permettant la 
transcription et la traduction des sequences codantes dans 
le systeme TNT-T7 -coupled Reticulocyte Lysate, selon les 
conditions proposees par le fournisseur (Promega). La 
traduction est r6alis§e en presence de methionine s", avec 
addition ou non de peptides dissous dans une solution 
d'urSe 2M« Une aliquote (1 ^1) de chaque traduction est 
contr616e par ^lectrophor&se et autoradiographic du gel ; 
1' addition de peptide jusqu'S 0.7 pg dans le lysat de 
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reticulocyte (volume final 25 fil) n'affecte pas 
I'efficacite de la traduction des deux prot6ines. 

Apres une incubation de 30 min ^ 37°C, les produits 
de traduction sont iiranunopr^cipitSs par un melange 
d'anticorps monoclonaux anti-TAL-1 (BTL 73 + 2TL 136 ; 
[Pulford et al.. Blood 85 ; 675 (1995)] )puis analyses par 
ilectrophorese et autoradiographie du gel. On quantifie 
1 ' interaction TAL-1-E47 pour chaque point en calculant le 
ratio E47/TAL-1 obtenu d'aprds le scan de 
1 ' autoradiographie ; 1 * intensity de la bande correspondant 
a TAL-1 sert ici de normalisation dans tous les puits. 
L' interaction en absence de peptide est arbitrairement 
gtablie a 100 %. 

2) Test de cytotoxicity , 

Les cellules h^matopoiStiques K562 ont 6t6 obtenues 
commercialement aupres de I'ATCC. Les cellules sont 
ensemenc^es a environ 10^ cellules par puits, 24 h avant 
1' addition des produits. Elles sont alors h 60-80% de 
confluence le jour de Inexperience. Les cellules sont 
maintenues en culture a 37*C dans une atmosphere a 95% 
d' humidity et 5% de CO2 dans un milieu OptiMem®. 

Les cellules sont incub^es soit avec les composes h 
des concentrations croissantes pendant 48 heures. A la fin 
du temps de culture, le MTT (3-(4,5-dim6thylthiazole-2-yl)- 
2,5-diph6nylt6trazolium bromure) est rajout6 dans les puits 
et les plaques de culture sont ensuite incub6es pendant 4 
heures dans l'6tuve. Le d6p6t cristallin de formazan 
resultant est alors dissous par addition de 200 jjl de 
DMF/SDS- La density optique (DO) est mesur^e a 550 nm 
(rSfyrence 630 nm) en utilisant un lecteur de microplaques. 

La representation graphique des pourcentages de DO 
des puits traites en fonction de la concentration de 
produits permet de determiner la DL50. Celle-ci correspond 
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h la concentration du produit inhlbant 50% de la 
croissance. 

3) Test de survie des cellules endoth61iales > 
Les cellules endoth^liales humalnes d^rivSes de la 
veine du cordon ombilical, HUVEC, (Clonetics) sont 
cultlv^es sur boites coatees avec de la gelatine dans du 
milieu EBM-2 complet (Clonetics) supplements de 10 % de 
serum de veau foetal dScomplSmentS • Les cellules sont 
utilisSes entre les passages 3 et 5* Les cellules ECV 304 
(obtenues aupres de I'ATCC) sont cultivSes en DMEM avec 10 
% de s6rum de veau foetal d6compl§ment6 • 

Les cellules sont dScollSes ^ la trypsine et 
suspendues dans un milieu sans sSrum (OptiMEM, invitrogen). 
Environ 8 10^ cellules dans 200 ^1 sont incubSes pendant 20 
min en presence de diffSrentes concentrations de peptides, 
centrifugSes, puis ensemencSes en milieu EBM2 complet dans 
des puits (plaque 48 puits) coatSs avec du collag^ne I. 
Apres 24 heures dans I'Stuve, la survie cellulaire est 
estimSe par un test MTT, rSalisS selon les recommandations 
du fournisseur (Sigma). 

Ill — Resultats, 

1) Effet des peptides inhibiteurs sur 1 ' interaction 
de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons choisi de tester si les composes decrits 
dans le Tableau 1 (Composes 1, 2 et 3) pouvaient affecter 
la formation des hStgro dimeres TAL-1-E47, m6di6e par le 
domaine HLH des deux protSines. Le compos6 1 contient tout 
le domaine HLH de TAL-1 soit I'hSlice 1- boucle-h61ice 2 ; 
le compost 2 comprend la region basique et I'hSlice 1 ; le 
compose 3 contient la boucle et I'hSlice 2 (voir figure 1). 

Nous avons utilise un test de co-immunoprecipitation 
de TAL-1 et E47 traduites in vitro par des anticorps 
dirigSs centre I'une des proteines. 
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Nos expgriences montrent que le compost Tal-HLH 
entier (compost 1) inhibe eff icacement 1 ' interaction de 
TAL-1 avec E47 et de fagon dose-d€pendante (50 a 60% 
d'inhibition avec 0.2 ; 90 a 100% avec 0.5 pg) (Figure 2 
s A et B). Les deux autres peptides inhibiteurs (composes 2 

et 3) ont un plus faible pouvoir inhibiteur ne d^passant 
pas 50% dans les plus fortes concentrations (Figure 2A) • 
Nous avons done choisi d'utiliser le peptide inhibiteur 
Tal-HLH (compost 1) pour la suite des experiences. 

10 

2) Effet des peptides inhibiteurs couples avec des 
peptides vecteurs sur 1 ' interaction de TMi-l/E47 in vitro . 

Nous avons voulu savoir si la vectorisation ou le 
couplage du peptide inhibiteur Tal-HLH ne modifiait pas son 

15 effet inhibiteur sur 1 ' interaction de TAL-1 in vitro avec 

E47» L' inhibiteur a 6t6 couple a deux peptides vecteurs 
(SynB3 et SynB4) via une liaison dissulfure (composes 5 et 
4, respectivement) . Ces deux peptides vecteurs ont la 
propriety d'augmenter le transport des molecules a travers 

20 les membranes cellulaires. Les r^sultats pr6sent6s dans la 

figure 3 confirment que la vectorisation du peptide 
inhibiteur Tal-HLH ne modifie pas son effet inhibiteur. De 
manidre int6ressante, 1' inhibiteur coupl6 au vecteur SynB3 
(compose 5) s'est r6v€16 plus actif que 1' inhibiteur Tal- 

>5 HLH (compost 1). 

3) Effet des peptides inhibiteurs coupl6s sur les 
cellules h6matopoi6tiques . 

Dans un premier temps, 1' effet de 1' inhibiteur 
^0 vectorise a et6 6tudi6 sur une lign6e h6matopoietique 

(K562) dont la survie requiert 1 'activity de TAL-1. La 
lign^e h6matopoietique T (H9) a 6t6 utilis6e comme controle 
car sa croissance est indgpendante de TAL-1. Ces deux 
lign^es leuc6miques peuvent survivre plusieurs jours en 
)5 1' absence de facteurs de croissance, ce qui permet de 
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tester I'effet des peptides dans un milieu d^pourvu de 
s6rum. 

Comme attendu, aucune difference significative n'a 
6t6 observee dans les cellules H9 (TAL-1 negative), selon 
que le peptide Tal-HLH est vectorise ou non (rSsultats non 
montr^s). Far centre, le peptide Tal-HLH a un effet 
cytotoxique plus ^lev^ sur les cellules K562 (nScessitant 
l'activit6 de TAL-1) lorsqu'il est vectorisS (Tableau 2). 
En effet la DL50, qui correspond ^ la concentration du 
produit inhibant 50% de la croissance, est deux fois plus 
faible pour I'inhibiteur vectorise (compost 4) que pour 
I'inhibiteur seul (compost 1). 



Tableau 2 



Compost 


noffl 


DL 50 (|iN) 


Compost 1 


Tal-HLH 


11.5 


Compost 4 


TalHLH-SynB4 


5.7 


Compost 6 


SynB4 


12.3 



Ces r^sultats constituent une premiere validation que 
le peptide Tal-HLH vectorise (Compost 4) est capable 
d'inhiber specif iquement 1' activity de TAL-1 dans les 
cellules. 

4) Effet des peptides inhibiteurs coupl6s sur la 
survie des cellules endoth61iales . 

Nous avons ^galement Studio les effets de 
I'inhibiteur libre et vectorisS sur la survie des cellules 
endoth^liales* La figure 4 montre que le compost 1 n'a 
aucun effet sur la survie des cellules HUVEC. Par centre, 
une fois coupl6 (composes 4 et 5) il affecte specif iquement 
la survie des cellules HUVECs et de fagon dose-d^pendante. 
Le couplage du produit par un peptide vecteur 6tait 
important pour avoir un effet sur la survie car 1' addition 
simultan6e de I'inhibiteur et du peptide vecteur non- 
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coupl6s n'avait aucun effet. Dans les cellules ECV 304, 
utilis^es comme contrdle nSgatif, les composes ont induit 
une toxicitS cellulaire non specif ique qu'ils soient 
couples ou non-coupl6s (r6sultats non montr6s). 
5 Ces experiences dfimontrent 1' effet sp6cifique de 

I'inhibiteur de TAL-1 lorsqu'il p6netre dans les cellules 
endoth61iales grace au vecteur peptidique. 

5) Effet des peptides sur la tubuloqenese in vitro 
10 des cellules endoth61iales humaines (gels de collaqene en 

3-D) . 

Les cellules endoth^liales HUVEC ensemencSes au sein 
d'un gel de collagene I concentre (Img/ml) s'arrgtent de 
prolif6rer et, en presence de milieu d' activation (MDCB131, 

15 1% s^rum de veau foetal, VEGF 2 ng/ml, bFGF 20 ng/ml et PMA 

80 nM) , elles s'organisent rapidement en cordons 
cellulaires pour constituer un r^seau primitif ; dans les 
24-48 hrs, les cellules align^es s'allongent, fusionnent 
entre elles et foment progressivement des pseudos tubules. 

>0 Nous avons teste les effets du peptide HLH vectorise 

(compose 1) dans ce systeme de tubulogenSse in vitro de 
cellules endotheiiales humaines issues de cordon ombilical 
(HUVECs). Des concentrations croissantes de peptide 
vectorise (compose 5) ou de cargo seul (compose 1) ont ete 

>5 ajoutees a la fois dans la solution de collagdne contenant 

les cellules et dans le milieu d' activation. 

La figure 5 illustre une de ces experiences : le 
peptide HLH vectorise (compose 5) affecte trds fortement la 
tubulogenese entre 7 et 10 liM alors que le cargo seul 

(0 (compose 1) n'a aucun effet dans cette gamme de 

concentration par rapport aux cultures contrdles (5% DMSO). 

6) Effet des peptides sur I'anqiogenese in vivo chez 
la souris (Matriqel plugs) . 
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Le test de Matrigel plugs consiste h injecter en 
sous-cutan6 chez la souris du Matrigel, matrice 
extracellulaire d6riv6e d'une tumeur murine, capable de 
diclencher une nSovascularisation au sein de 1' implant. En 
5 effet, les cellules endoth^liales de I'hdte, sous 

1' influence des facteurs pro-angiog6niques contenues dans 
le Matrigel, migrent vers cette « pseudo-tumeur » et 
s'infiltrent dans le Matrigel pour organiser un r^seau de 
capillaires entre 5 et 7 jours. 
10 Dans les experiences d^crites ci-dessous, deux 

injections sous-cutan6es de Matrigel (500 pi) ont 6t6 
effectu6es de par et d' autre de la ligne mgdiane de 
1' abdomen. Juste avant 1' injection, les souris ont ete 
anesth6si6es par inhalation d'isoflurane (ForSne®). 

15 

Le Matrigel (BDBiosciences ; lot 10403, 13 mg/ml) a 
6t6 complements par du bFGF (500 ng/ml), de l'h6parine (60 
U/ml) et les difffirents peptides SynB3 (compose 7), SynB3- 
HLH (compose 5), SynB4 (compose 6), SynB4-HLH (compose 4) 
>0 sont ajoutes a une concentration finale de 20 en 5% 

DMSO. 

Les souris ont ete divisees en 3 groupes de six 
animaux identiques (males C57BL/6 ages de 6 semaines). 
IS - chaque souris du groupe temoin (souris 1 a 6) a 

regu deux injections de Matrigel contenant 5% de DMSO du 
cote gauche et un peptide temoin anti-angiogenique du cote 
droit , 

- chaque souris du groupe « SynB3 » (souris 7 & 12) a 
\o regu deux injections de Matrigel contenant SynB3 du cote 

gauche et SynB3-HLH du cote droit, 

- chaque souris du groupe « SynB4 » (souris 13 a 18) 
a re^u deux injections de Matrigel contenant SynB4 du cote 
gauche et SynB4-HLH du cote droit. 



\5 
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Six jours aprds 1' injection, les souris ont 6t6 
sacrifices par inhalation de CO, et les implants ont €t6 
r6cup6r6s pour 6valuer I'angiogenese ( photographie et 
dosage de 1 ' hSmoglobine ) • L'angiogenese a 6t6 quantifiCe 
par dosage de I'hCmoglobine contenue dans les implants de 
Matrigel avec une solution de Drabkin selon les 
recommandations du vendeur (Sigma Chemical Co). 

Les r§sultats prgsentSs sur les figures 6 (analyse 
macroscopique) et 7 (dosage de 1 ' hCmoglobine ) , montrent que 
1' addition des peptides vecteurs seuls n'a pas d'effets 
significatifs sur I'angiogenese ; par centre le peptide HLH 
conjuguC avec I'un ou 1' autre des vecteurs inhibe 
efficacement la nSovascularisation dans les implants (11 
sur 12 ) • Cette inhibition Ctait beaucoup plus importante 
que celle obtenue par un inhibiteur (Tum) connu pour 
inhiber I'angiogenese. 



wo 2005/075509 



25 



PCT/FR2005/000222 



REVENDICATIONS 

1) Molecule peptidique capable d' inter f^rer avec le 
domaine HLH de TAL-1, constitute par ou comprenant au moins 
10 acides amines successifs et, de prtftrence, au moins 15 
acides amines successifs du domaine HLH de TAL-1 de 
sequence : 

QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence Squivalente. 

2) MolScule peptidique selon la revendication 1, 
caract6ris6e en ce qu'elle est constitute par ou qu'elle 
comprend une sequence choisie parmi les sequences 
suivantes : 

- QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe), 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

. PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No. 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence tquivalente auxdites sequences. 

3) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracttriste en ce qu'elle est 
associte k un vecteur. 

4) Molecule peptidique selon la revendication 3, 
caracttriste en ce que ledit vecteur est choisi, parmi le 
groupe comprenant : 

- un peptide lintaire dtrivt de prottgrines ou de 
tachypltsines, 

- un peptide lintaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
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prot6ine Tat de HIV-1 et les domaines de transduction 
d^rivSs de la troisiSme h^lice d'Antennapedia, 

- des particules conune les liposomes, 

- des polymdres tels que le polySthylfene glycol 

(PEG) . 

5) Molecule peptidigue selon I'une quelconque des 
revendications 3 ou 4, caract6ris6e en ce que ledit vecteur 
est un peptide linfiaire d6riv6 de Protfigrines, rfipondant a 
la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

ou un peptide linfiaire dSrivS de TachyplSsines, 
rSpondant a la formule (II) suivante : 

(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 

dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou diffSrents, 
reprSsentent un rSsidu d'acide aminS dont la chaine 
lat^rale porte un groupement basique, et 

les groupes x, identiques ou differents, 
repr^sentent un r^sidu d'acide aming aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitu6 d'une sequence 
d'au moins 5 et de prSf^rence d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

6) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 5, caract6ris6e en ce que la liaison 
entre ladite molecule et ledit vecteur est choisie parmi 
une liaison covalente, une liaison hydrophobe, une liaison 
ionique, une liaison clivable ou une liaison non clivable 
dans les milieux physiologiques ou a l'int4rieur des 
cellules. 
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7) Molecule peptidique selon la revendication 6, 
caract^risie en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par I'intemfidiaire d'un bras de liaison (linker) 
et effectu6e au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement 
present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur 
I'inhibiteur, soit sur les deux, 

8) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caractSrisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les deux composes suivants : 

- compost 4 : 



9) Composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins une molecule peptidique selon I'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes, avantageusement 
associSe dans ladite composition k un v^hicule acceptable. 

10) Composition pharmaceutique selon la revendication 
9, caract6ris6e en ce qu'elle se prSsente sous une forme 
appropriSe pour une administration par voie parent6rale, 
par voie orale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique , par voie pulmonaire ou par voie centrale. 

11) Utilisation d'un compost capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 pour la preparation d'un medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement des maladies liees cl 
I'angiogenese et, de preference, au traitement des cancers, 
de I'arterioscierose et du diabete. 
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12) Utilisation selon la revendication 11, 
caract6ris§e en ce que ledit compost est un inhibiteur 
compStitif du domaine HLH de TAL-1. 

13) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 11 ou 12, caract6ris6e en ce que ledit 
compost est une molecule peptidique telle que d6£inie dans 
I'une quelconque des revendications 1 a 8. 

14) Utilisation selon la revendication 11, 
caract6ris§e en ce que ledit compost est un composg capable 
d'inhiber la fixation de TAL-1 sur son partenaire E47. 

15) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 11 ou 14, caractSrisee en ce que ledit 
compost est un anticorps reconnaissant soit un epitope au 
niveau du domaine HLH de TAL-1, soit un Epitope au niveau 
du domaine HLH de E47. 

16) Precede pour identifier un compos§ biologiquement 
actif susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou 
le traitement des maladies li^es h 1 ' angiogenese et, de 
preference, le traitement des cancers, de I'arterioscl^rose 
et du diabdte consistant ^ d6tecter 1' inhibition de 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire £47 en presence dudit compost. 

17) Proc6d6 selon la revendication 16, caract6ris6 en 
ce que ledit precede comprend les Stapes suivantes : 

(a) mettre en contact la prot6ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine HLH) et le compost biologiquement 
actif k tester. 
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(b) immunoprScipiter soit la protSine TAL-1 (ou un 
fragment de cette protSine comprenant le domaine HLH), soit 
le facteur de transcription £47 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine HLH), 

(c) si, k I'^tape (b), la prot^ine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH) est 
immunopr^cipitSe, d§tecter dans I'immunoprScipitat obtenu a 
I'^tape (b), la presence du facteur de transcription E47 
( ou d ' un fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH ) , 

(d) si, a I'^tape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine 
HLH) est immunoprScipitS, dStecter dans 1 ' immunoprScipitat 
obtenu a I'^tape (b), la presence de la prot^ine TAL-1 (ou 
d'un fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH), 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH n'est pas 
present k I'^tape (c) ou si la protSine TAL-1 (ou un 
fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH) n'est 
pas pr^sente a I'etape (d), ledit compost est un agent 
susceptible d'§tre utilise dans la prevention et/ou le 
traitement des maladies li€es h 1 ' angiogendse et, de 
preference, le traitement des cancers, de I'arterioscierose 
et du diabete. 

18) Precede selon la revendication 16, caracterise en 
ce que, ledit precede comprend les etapes suivantes : 

(a') mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compose biologiquement actif h tester, 

(b') faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 
denaturant le melange obtenu k I'etape (a'), 

(c') visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant le 
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domaine HLH) et E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1). 
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Figure 1 
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Figure 2 

ng 0,2 0,5 g-TAL 

Compost: - 1 2 3 1 2 3 E47 TAL 

E47 — 
TAL-1 = 

Ratio E47n"AL-l(%) 100 42 100 87 13,5 73 62 Te- Te+ 

Compose 1 0 0.2 0,2 0,3 0.3 0 0.4 0.4 0,5 0,5 0.6 0,6 

Ratio E47/TAL-1(%) 100 32 37 16 17 Te+ Te- 100 20 14 8 6 6 9 
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Figure 3 

Compost - 15 4 -1 5 4 

E47 - 

TAL = 

ratio E47/TAL(%) 100 19 13 20 100 20 12 23 
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Figure 4 
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SEQUENCE LISTING 

<110> SYNTiEM 



MP5Rec'dPCT/Pra28JUL2fl06 



<120> Inhibiteurs de 1 ' angiogenese, compositions les contenant et leur 
utilisation pour le traitement des maladies li6es d une deregulation de 
1 'angiogen^se 

<130> 35713/PCT 

< 1 4 0 > PCT / FRO 5 /XXXXX 

<141> 2005-02-02 

<150> FR04/05954 

<151> 2004-06-02 

<150> FR04/00964 

<151> 2004-02-02 

<160> 7 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 41 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1)..(41) 

<223> Domaine HLH de TAL-1 (h61ice l-boucle-h61ice-2) 



<400> 1 

Gin Gin Asn Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu He Pro 
15 10 15 



Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu He Leu Arg Leu 
20 25 30 



Ala Met Lys Tyr He Asn Phe Leu Ala 
35 40 



<210> 2 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> {1)..(28) 

<223> Domaine compost de la region basique et de l'h61ice 1 du domaine 
HLH de TAL-1 



<400> 2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Val Arg Arg lie Phe Thr Asn Ser Arg Glu Arg Trp Arg Gin Gin Asn 
15 10 15 



Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu lie 
20 25 



<210> 3 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1)..(26) 

<223> Domaine compose de la boucle et de I'h^lice 2 du domaine HLH de T 
AL-1 



<400> 3 

Pro Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu He Leu Arg 
15 10 15 



Leu Ala Met Lys Tyr He Asn Phe Leu Ala 
20 25 



<210> 4 
<400> 4 
000 



<210> 5 
<400> 5 
000 



<210> 6 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(17) 

<223> SynB4 



<400> 6 

Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly lie Ser Tyr Arg Arg Ser 
15 10 15 



Arg 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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<210> 7 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> SynB3 



<400> 7 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
15 10 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Cadrt II OtMfvatiofis - tors^u'a a M tibn^ qut CMtaines revindications na pouvaianl paa f aif» robjat d*una i 
(sttita du pomt 2 da la premi^ feuma) 



Confofmement a ranidd i7^)a)« certainM rcven^tioiw n'oAt pas fait fobjat tfune recherche pour tea motifs suivsitts: 

1. rj LeareverKfcatioiien^ 

se rspponam i un objet a I'dgara duQual radmirUetration iVest pa$ tttiue de (voesdv^ tiL raetw 



2. Pn Le»f9ven<fcatiofl5n<» 11,12,14 

sd rapponent a dea paities de la demande tntemationate qui no rempliesefit pas suffdamment tea conditions prescritas pour 
00*1106 rocherche significati^ pui&sa dtra aKectuea, m 

vofr FEUILLE ANNEX^E PCT/ISA/210 

3. I I tas ravarKications 

sent das ravandtoations dopandantas at na sont pas rMlgaas oonformAment aux <$spositions da la dauxt^a at da ia 
trais^ pnrasas de la M^). 



Cadra III Obaaivatlons • lorsqu'tl y a aDsanca d'unlt^ da rfenvantlcn (suita du point 3 da la pramiara rauiBa) 



L'admimstraikMidiafgda da la racharcha mtamaiionaiaa irouv^ piusieurs inventions dans la demands (ntemationM, a savoin 



1. ri Comma toute8iestakesaddttkvineJiasontatapayaeBdarislasd6ial8parladdposam.le^ 

imamaitanaieporiesurtouias las ravandcattonspouvantWrerota^ dune radie^^ 

2. QcoonmaujutBslesrechercliaspGrtamsurles ravens 

Justiiant uia taxe addiiionnella, fadmlnlstratlon n'a soUcSi ie paiement aucune taxe da cetta natitfe. 



3. I Comma una partie set^efnant das taxes add tionneles demand^ a 6^ payde dans )es deiats par ia d^posam^ le present 
I— J rapport da recherche intamaUonale na porta qua aur ies revendicaiions pour i^quafles las taxes ont 4i6 paydes, & savoir 
las rsvendcations n ^ 



4. I Aucuna taxe addltronnena demandde n'a dt6 pay^ dans las d^lais par Is d^posant £n cons^qaenoe, le present rapport 
■ — I de racherche mtamatiortaie ne porta que sur rinventioo mentiorwi^ en premier lieu dans les revendications;elle est 
couvena par ies revendications n ^ 



Ramarque qiiaal k la reserve 



|~| Las taxes additlonneUesataientaocornpaQndescfunafasafvade la part due 
I ] La pafemant das taxes additionneltas n'^tait assorti tfaucune r6sarva. 
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SUITE 0E5 RENSaGNEMENTS ilfl»QUES SUR PCTflSA/ ZIO 



Suite du cadre II. 2 

Re vend^ic a¥ fo^^^^^^ "11,12,14 



Les revendl cat Ions 11,12 et 14 presentes referent a un compose deflnl en 
falsant rifirence i une caract^rlstque ou proprift* souhaitable, i 
savoir un "compose capable d' Inhlber {Inhlblteur competltlf) r 
interaction entre le domaine HLH de TAL--1 et son partenaire E47, en 
part^culler un compost capable d* Inhlber la fixation de TAL-1 sur son 
par aire E47. 

Le svendlcatlons couvrent tous les composes presentant cette 
caractirlstque ou porpriete, alors que la denande ne fournit un 
fondement au sens de r Article 6 PCT et/ou un exposg aus sens de 1 ' 
Article S PCT que pour un nombre tr^s lioilt^ de tels composes. Dans le 
cas present, les revendl cations trtanquent de fondement et la demande 
manque d' expose a un point tel qu* une rechereche significative etait 
impossible. IndSpendamment des ralsons ^voqu^es cl-dessus, les 
renvedi cat ions manquent aussi de clarte. En effet, on a cherche i 
deflnir le compose au moyen du rSsultat a attelndre. Ce manque de clarte 
est, dans le cas present^ de nouveau tel qu' une recherche significative 
etait impossible. 



L'attentlon du deposant est attlree sur le fait que les revendl cations 
ayant trait aux Inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obllgatoirement I'objet d'un rapport 
pr^limlnalre d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le d4posant est avert! que la 
ligne de condulte adoptee par rOEB aglssant en qualite d'admlnistration 
chargee de Texaroen pr^llminalre international est, normalement, de ne 
pas proc6der k un exaroen prfillminalre sur un sujet n'ayant pas fait 
I'obJet d'une recherche . Cette attitude restera Inchangee, independamment 
du fait que les revendl cations alent ou n*a1ent pas et^ modiflees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapltre II. SI la demande devalt etre poursuivle dans 
la phase r^gionale devant VOEB, 11 est rappele au dSposant qu'une 
recherche pourrait @tre effectuee durant la proc&lure d'examen devant 
rOEB (voir Directive OEB C-VI. 8.5) a condition que les problemes ayant 
conduit i la declaration conformteent i TArticle 17(2) PCT alent 6t§ 
resolus. 
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